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論文内容要旨
 ζ目的翼
 ヒトパルボウイルス(B19)は1975年に発見されたDNAウイルスで,小児伝染性紅斑の原因ウ
 イルスとして広く知られている。また遺伝性溶血性貧血患者に起こるapユasticcrisis,成人の感
 染で起こる風邪様症状,紫斑病,多発性関節炎などとの関連性についても報告されている。一方,
 産科領域では妊娠中にB19に感染した場合胎児水腫となって死産したという症例がすでに多数
 報告されており,B19ウイルスの胎内感染が注目されている。しかしB19感染を診断するための
 ウイルス抗原が非常に不足しているため,本邦における妊婦の抗体保有率のような疫学的な調査
 はほとんどなされていないのが現状である。
 B19ウイルスは骨髄由来の赤芽球系細胞を感染の標的とすることが知られているが,胎内感染
 の場合には,肝造血期の胎児肝組織中の赤芽球系前駆細胞が感染により破壊され重症貧血を誘き
 起こし心不全から胎児水腫にいたると推定されている。しかし実際にB19ウイルスがそれら細
 胞に感染しうることを確かめた報告はない。本研究の目的は,肝造血期の胎児肝組織由来の赤芽
 球系前駆細胞に対し,B19ウイルスが実際に感染し増殖することを証明することである。
 匿方法と結果翼
 胎生16週から18週の流産胎児の肝組織より赤芽球系前駆細胞を分離回収した。胎児肝組織を使
 用するにあたっては研究を始める前に本学倫理委員会の承認を得た。B19ウイルスは伝染性紅斑
 に罹患した患者の血清で,ウイルス血症を起こした時期のものを使用した。使用前に電子顕微鏡
 にて血清中にB19ウイルス粒子が存在することを確認し,以下の感染実験に使用した。(実験1)
 ウイルスを細胞に感染させたのち培養を開始し,細胞と培養上清を連日回収した。細胞中で増殖
 したウイルスの抗原量を調べるため,抗B19単クロン抗体を用いた間接蛍光抗体法を施行した。
 抗原を発現している細胞の数を数え,全細胞あたりの抗原陽性細胞の割合を計算した。B19抗原
 陽性細胞は感染後1日で全細胞の1%を占め,その割合は4日で全細胞の5%まで達し,以後次
 第に減少した。(実験2)抗B19単クロン抗体と赤芽球系細胞を特異的に認識する単クロン抗体
 (EP-1)の二つを用いた蛍光抗体二重染色法を施行した。これにより感染している細胞が赤芽球
 系細胞であることを確認した。(実験3)次にドットブロットハイブリダイゼーション法にて,
 感染細胞内で増殖したウイルスDNA量と培養上清中に産生されたウイルスDNA量と培養上清
 中に産生されたウイルスDNA量を半定量した。細胞内のウィルスDNA量は培養開始2日から
 4日にかけて最高値を示し以後次第に減少した。感染細胞一個あたりの産生されたウイルス粒子
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 数は3万個であった。一方,培養上清中のウイルスDNA量は時間の経過とともに次第に増加し,
 培養8日でプラトーとなり20ng/m1に達した。(実験4)培養土清中に産生されたウイルスの感
 染性を調べるために培養上清を赤芽球系細胞に再感染させた。蛍光抗体法にて培養細胞中に抗原
 が発現し,ドットプロット法にて細胞中のウイルスDNA量も増加した。このことにより培養細
 胞中で産生されたウイルスが実際に再感染性を有することを証明した。(実験5)さらにこの感
 染系を用いてヒト血清中のウイルス感染中和抗体を測定することを試みた。伝染性紅斑に罹患し
 た患者の回復期血清をB19ウイルス抗体陽性の血清として使用したところ,培養細胞に対する
 B19ウイルス感染が完全に中和された。一方,B19抗体陰性血清では感染は中和されなかった。
霞結論適
 (1)B19ウイルスが胎児肝組織中の赤芽球系前駆細胞に感染し増殖することを証明した。(2)培
 養細胞で産生されたウイルスは再感染性を有しており,生体内では感染細胞周囲の未感染細胞に
 感染が波及していくことが推測された。(3)ヒト血清中にBigウイルスに対する中和抗体が存在
 するを証明し,B19ウイルスに対するワクチンの可能性を示唆した。〔4)B19の胎内感染による胎
 児水腫はB19ウイルスが肝組織中の赤芽球系前駆細胞に感染した結果重症貧血を誘き起こすた
 めである,という仮説を間接的に証明した。
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 審査結果の要旨
 ヒト・パルボウイルス(B19)は1975年に発見されたDNAウイルスで,小児の伝染性紅斑の
 原因ウイルスとして広く知られている。産科領域では妊娠中にB19に感染した場合胎児水腫と
 なって死産したという症例がすでに多数報告されておりB19の胎内感染が注目されている。B19
 は骨髄由来の赤芽球系細胞を感染の標的とすることが知られている。そして,胎内感染の場合に
 は造血期にある赤芽球系前駆細胞が感染標的となることが胎児水腫の原因であろうと推測されて
 いた。すなわち胎内感染により胎児肝組織中の赤芽球系前駆細胞が広範に破壊され重症貧血が誘
 き起こされ心不全から胎児水腫となり子宮内胎児死亡に至ると推定されていた。しかし実際に
 Bigがそれら細胞に感染しうることを確かめた報告はなかった。本研究の主目的は肝造血期の胎
 児肝組織由来の赤芽球系前駆細胞に対しB19が実際に感染し増殖することを証明し,B19胎内感
 染による胎児水腫発生の病態を解明することである。
 本研究では,まず流産胎児の肝組織より赤芽球系前駆細胞を分離回収して研究に使用し,B19
 が胎児肝組織中の赤芽球系前駆細胞に感染し増殖することを証明した。さらに培養細胞で産生さ
 れたウイルスは再感染性を有することも証明し,生体内では感染細胞周囲の未感染細胞に感染が
 波及していくであろうという推測を間接的に証明した。嵐上の実験結果は,B19の胎内感染によ
 る胎児水腫はウイルスが肝組織中の赤芽球系前駆細胞に感染し重症貧血を誘き起こすためである,
 という仮説を間接的に証明したものであり臨床的に大変有意義である。また,これまでのB19
 ウイルス感染実験は唯一溶血性貧血患者の骨髄血を用いたものが報告されているのみであったが,
 本研究で正常人(胎児)の赤芽球系細胞が感染標的となることを証明したことにより,今後本感
 染実験系を応用してB19の基礎的研究が急速に発展することが予想される。本研究ではさらに
 一歩すすんで,ヒト血清中にB19に対する中和抗体が存在することを証明し,B19に対するワク
 チン開発の可能性を示した。これは本ウイルスに対する感染予防という立場から研究を進めてい
 る研究者たちに多大な影響を与えることが予想される。
 以上,本研究のB19ウイルス感染実験から得られた知見は本ウイルスの母体感染による胎児
 水腫ならびに子宮内胎児死亡の発生という病態の解明に大いに貢献するものであり,また本ウイ
 ルスの基礎研究の面からも重要な知見を提供しており,学位論文に十分価するものと判断される。
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